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(54) Dispositif de culture cellulaire et ttssulaire a circulation perfectionnee de fluide de culture. 



(57) Un dispositif de culture de cellules et tissus 
comprend plusieurs puits de culture (18-i) logeant des 
cellules ou des tissus a cultiver, de premier (2) et second 
(25) reservoirs, et des moyens de liaison (20,23,24) 
coupl6s aux puits et aux reservoirs pour permettre la 
circulation d'un fluide de culture d'un reservoir a I'autre 
via les puits. Chaque reservoir (20,25) loge au moins 
une poche souple (6,7 ;27,29), dont Tune au moins est 



propre a recevoir le fluide de culture. Le dispositif com- 
prend en outre au moins un module de commande 
(50,150) fournissant de premiere et/ou de seconde se- 
quences de pressions extemes a appliquer, respective- 
ment, sur les poches des premier et seconds reservoirs, 
et des moyens de pressurisation (41,46-49) agences 
pour appliquer aux poches les pressions definies par 
lesdites premiere et seconde sequences fournies par le 
module de commande. 
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Description 

[0001] li'invention concerne le domaine de la culture 
de cellules et de tissus a I'aide d'un fluide de culture, ou 
milieu nutritif. 

[0002] Bile concerne plus precisement les dispositifs 
et precedes de culture de cellules et tissus dans les- 
quels le fluide de culture (ou nutriment) est mis en mou- 
vement de maniere a permettre une culture dynamique. 
Ces dispositifs mettent en oeuvre generalement une 
technique d'agitation directe du fluide de culture ou une 
technique de circulation permanente de ce fluide. 
[0003] La presente invention vise plus specifique- 
ment les dispositifs a circulation de fluide, qui compren- 
nent au moins un puits de culture definissant une cham- 
bre dans laquelle sont loges ies cellules ou tissus a cul- 
tiver, des premier et second reservoirs, dont I'un au 
moins est agence de maniere a recevoir un fluide de 
culture, ainsi que des moyens de liaison couplant le 
puits aux premier et second reservoirs. Le fluide de cul- 
ture circule d'un reservoir a I'autre via le puits. 
[0004] Cette technique de circulation de fluide est dif- 
ficile a maitriserdu fait que les conditions de culture evo- 
luent au cours du temps. En effet, au debut de la culture, 
la faible concentration cellulaire requiert un environne- 
ment quasi-statique, et par consequent un debit de flui- 
de de culture tres faible. Puis le debit crolt rapidement 
en raison de la multiplication des cellules ou de la crois- 
sance des tissus. 

[0005] Le maintien des conditions adequates pendant 
toute la duree de la culture requiert soit ('utilisation de 
plusieurs dispositifs appropries respectivement aux dif- 
ferents stades devolution de la culture, ce qui impose 
de nombreuses manipulations, soit des moyens com- 
plexes etsouvent encombrants, qui limitent, voire inter- 
disent, I'observation de revolution de la culture a I'aide 
d'un microscope. Ces manipulations et moyens sont 
d'autant plus complexes que la culture doit s'effectuer 
dans un environnement sterile qui requiert du personnel 
hautement qualifie, et par consequent accroTt le cout de 
chaque culture. De plus, du fait de leurcout, ces dispo- 
sitifs doivent etre reutilisables, ce qui impose une steri- 
lisation complete avant chaque nouvelle culture et des 
operations de maintenance . 

[0006] L'invention a pour but de resoudre tout ou par- 
tie des inconvenients p recites. 
[0007] Elle propose a cet effet un dispositif du type 
decrit dans I'introduction, dans lequel chacun des pre- 
mier et second reservoirs loge au moins une poche sou- 
pie, Tune au moins des poches de ces reservoirs etant 
adaptee pour recevoir le fluide de culture, et qui com- 
prend au moins un module de commande permettant 
de fournir de premiere(s) et/ou seconde(s) sequences 
de pressions externes a applique r, respectivement, sur 
les poches des premier et seconds reservoirs, et des 
moyens de press urisati on agences pour appliquer aux 
poches les pressions definies par les premiere et se- 
conde sequences fournies par le module de commande. 



[0008] Ainsi, il suffit de definir pour chaque type de 
culture des sequences de pression a appliquer sur les 
differentes poches, puis de communiquer au module de 
commande ces sequences pour que la culture s'effec- 

5 tue pendant toute sa duree dans des conditions ade- 
quates. Cette communication peut s'effectuer indirecte- 
ment a I'aide d'une interface de saisie, ou bien directe- 
ment a I'aide d'une memoire dans laquelle se trouve 
prealablement stockees une multiplicity de sequences 

10 en correspondance d'echantillons differents (cette me- 
moire etant eventuellement reinscriptible par I'interme- 
diaire de I'interface precitee). 

[0009] Dans un mode de realisation preferentiel du 
dispositif selon l'invention, les premier et second reser- 
is voirs comprennent chacun une partie superieure et une 
partie inferieure qui sont reliees entre elles par une par- 
tie interm^diaire etroite et qui logent chacune une poche 
souple, les poches souples superieure et inferieure 
communiquant entre elles via la partie intermedial re, et 
les moyens de liaison communiquant avec les poches 
inferieures. 

[0010] Dans ce mode de realisation, il est particulie- 
rement avantageux que le module de commande puisse 
fournir des sequences de pressions propres a chaque 
poche, de sorte que les moyens de press urisation ap- 
pliquent sur chacune de ces poches les pressions des 
sequences qui leu r correspondent. 
[0011] Le dispositif selon ('invention peut comporter 
des caracteristiques addition nelles prises separement 
et en combinaison, et notamment : 

I'un au moins des premier et second reservoirs 
pourra comporter un orifice adapte a I'introduction 
du fluide de culture dans un conduit de communi- 
cation entre poches ; 

Tune au moins des parties superieures des reser- 
voirs pourra comporter une ouverture superieure 
permettant le raccordement de la poche superieure 
qu'elle loge a un dispositif d'alimentation et d'extrac- 
tion de fluide de culture ; 

des premiers moyens de controle d'acces, piiotes 
par !e module de commande pourront controler Pac- 
ces a la poche superieure via I'ouverture 
superieure ; 

chaque partie inferieure de reservoir pourra com- 
porter une ouverture inferieure permettant le rac- 
cordement des moyens de liaison a la poche infe- 
rieure qu'elle loge, et des seconds moyens de con- 
trole d'acces, piiotes par le module de commande, 
pourront controler I'acces aux poches inferieures 
via les ouvertures inferieures ; 
les parties superieure et inferieure des premier et 
second reservoirs pourront chacune comporter une 
entree etanche, et les moyens de pressurisation 
pourront comprendre un premier circuit de pressu- 
risation alimentant en fluide haute pression, sous le 
contrdle de vannes superieures et inferieures pilo- 
tees par le module de commande, chaque partie su- 
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pirieure et inferieure des premier et second reser- 
voirs, via les entrees etanches ; 
les parties supirieure et inferieure des premier et 
second reservoirs pourront chacune comporter une 
entree etanche, et les moyens de pressurisation s 
pourront comprendre, d'une part, un premier circuit 
de pressurisation comportant une pompe a fluide 
(ou compresseur) et alimentant en fluide haute 
pression, sous le controle de vannes superieure et 
inferieure pilotees par le module de commande, 10 
chaque partie superieure et inferieure du premier 
reservoir, via les entrees etanches, et d'autre part, 
un second circuit de pressurisation comportant une 
pompe a fluide et alimentant en fluide haute pres- 
sion, sous le controle de vannes superieure et infe- *5 
rieure pilotees par le module de commande, chaque 
partie superieure et inferieure du second reservoir, 
via les entrees etanches ; 

chaque circuit de pressurisation pourra egalement 
comprendre deux autres vannes cooperant respec- 20 
tivement avec les premier et seconds moyens de 
controle d'acces, lesquels sont alors avantageuse- 
ment munis d'un conduit comportant une zone 
amincie flexible sur laquelle peut agir le fluide haute 
pression 25 
les moyens de pressurisation pourront egalement 
comprendre un troisieme circuit de pressurisation 
alimentant en fluide basse pression, sous le contro- 
le des vannes superieures et inferieures, chaque 
partie superieure et inferieure des premier et se- 30 
cond reservoirs, via les entrees etanches. En va- 
riante, les moyens de pressurisation pourront com- 
prendre un troisieme circuit de pressurisation ali- 
mentant en fluide basse pression, sous le contr6le 
desdites vannes superieure et inferieure, chaque 35 
partie superieure et inferieure du premier reservoir, 
via les entrees etanches, ainsi qu'un quatrieme cir- 
cuit de pressurisation alimentant en fluide basse 
pression, sous le controle des vannes superieure 
et inferieure, chaque partie superieure et inferieure 40 
du second reservoir, via les entrees etanches. Dans 
ce cas, chaque troisieme et quatrieme circuit de 
pressurisation est avantageusement raccorde aux 
autres vannes pour coopirer avec les premier et 
seconds moyens de contrfile d'acces ; 45 
au moins deux puits pourront etre places en serie 
en communiquant par les moyens de liaison, Tun 
de ces puits etant raccorde au premier reservoir et 
I'autre puits etant raccorde au second reservoir. Un 
troisieme puits, voire un quatrieme ou un cinquie- so 
me, pourra etre place en serie entre les deux autres 
puits ; 

les puits pourront etre realises sous la forme d'uni- 
tes independantes assemblies les unes aux 
autres, ou bien ils pourront etre agences sur une ss 
plaque de culture ; 

chaque chambre de culture pourra comporter au 
moins une paroi transparente permettant Tobserva- 



tion des cellules ou tissus en cours de culture, par 
exempte sous un microscope ; 
chaque puits pourra etre agence de maniere a de- 
finir deux chambres de culture superposees et si- 
paries par un filtre. 

[0012] L'invention concerne en outre une installation 
de culture de cellules et tissus comprenant au moins 
deux dispositifs du type decrit ci-avant, places en paral- 
lel, et comportant une unique unite de commande pi- 
lotant conjointement les unites de commande de ces 
dispositifs. 

[0013] L'invention concerne igalement un procedi 
de culture de cellules et tissus. Ce procidi part d'une 
premiere etape connue dans laquelle on prevoit un dis- 
positif de culture comportant au moins un puits de cul- 
ture pour recevoir des cellules ou des tissus a cultiver, 
de premier et second reservoirs couples au puits, dont 
Tun au moins est agence pour recevoir un fluide de cul- 
ture. Ledit precede se caracterise par le fait que dans 
la premiere etape on loge dans chaque reservoir au 
moins une poche souple, dont Tune au moins peut re- 
cevoir le fluide de culture, et par le fait qu'il comprend 
une seconde etape dans laquelle on applique aux po- 
ches des pressions definies dans des premiere et se- 
conde sequences de pressions choisies, pour gerer la 
circulation du fluide de culture dans le(s) puits. 
[0014] PreferentieHement, dans la premiere etape on 
prevoit dans chaque reservoir une partie supirieure et 
une partie inferieure reliees entre el les par une partie 
intermediate etroite et logeant chacune une poche sou- 
ple. Les poches superieure et inferieure de chaque re- 
servoir communiquent entre elles via la partie intermi- 
diaire et les poches inferieures sont couplees au puits. 
Par ailleurs, dans la seconde etape on applique sur les 
poches superieure et inferieure du premier reservoir des 
pressions definies par des premieres sequences de 
pressions superieures et inferieures choisies,. respecti- 
vement, et sur les poches inferieure et superieure du 
second reservoir des pressions definies pardessecon- 
des sequences de pressions inferieures et superieures 
choisies, respectivement. 

[0015] Deux principaux modes de mise en oeuvre de 
la seconde etape peuvent etre envisages selon le dibit 
de fluide de culture requis. Dans un premier mode, dit 
« laminaire », plus particulierement adapti aux faibles 
dibits, on contraint le fluide de culture a monter dans la 
poche supirieure de Tun des reservoirs, de sorte qu'il 
se trouve place a un niveau supirieur a celui de la poche 
infirieure de I'autre riservoir, puis on le laisse gagner 
cette poche infirieure de Tautre reservoir, en le forcant, 
par consiquent a traverser le(s) puits. On contraint alors 
le fluide a monter dans la poche supirieure, puis on ef- 
fectue le transfert vers I'autre poche supirieure, dans le 
sens inverse. Ce va et vient est ripiti un nombre de 
fois choisi. Ce mode convient tout particuliirement aux 
cellules non adhirentes dans la mesure ou, le flux de 
fluide de culture itant tres faible et les cellules presen- 
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tant malgre tout un coefficient non nul d'adhesion aux 
parois de la chambre de culture, ces cellules ne sont 
pas emportees par le flux de fluide d'une chambre de 
culture a I'autre. 

[0016] Dans un second mode, dit « turbulent *, plus 
particulierement adapte aux forts debits, on applique en 
permanence une haute pression sur les deux poches 
superieures, ou inferieures, et Ton applique sur les po- 
ches inferieures, ou superieures, des sequences de 
pression en « opposition de phase *>, constitutes d'al- 
ternances de periodes de haute et basse pressions. 
Dans une variante, on pourrait egalement envisager 
d'appliquer une meme premiere sequence de pression 
simultanement sur les deux poches superieure et infe- 
rieure d'un reservoir et une meme seconde sequence 
de pression simultanement sur les deux poches supe- 
rieure et inferieure de I'autre reservoir, les premiere et 
seconde sequences etant en opposition de phase. 
[0017] Bien entendu, on peut envisager de combiner 
ces differents modes entre eux. 
[0018] D'autres caracteristiques et avantages de I'in- 
vention apparaitront a I'examen de la description de- 
taillee ci-apres, et des dessins annexes, sur lesquels : 

la figure 1 est illustre de facon schematique, dans 
une vue en coupe transversale, un dispositif de cul- 
ture selon I'invention, a plusieurs chambres, 
la figure 2 illustre de facon detaillee, dans une vue 
en coupe transversale, Tun des reservoirs de la fi- 
gure 1 , 

la figure 3 illustre de facon detaillee, dans une vue 
en coupe transversale, ('assemblage des deux po- 
ches souples du reservoir de la figure 2, 
les figures 4A et 4B illustrent schematiquement, 
dans des vues en coupe transversale, deux etats 
des moyens de contrdle d'acces aux poches sou- 
ples, dans un mode de realisation preferentiel, 
la figure 5 illustre de facon schematique un bloc de 
gestion de la pressurisation d'un reservoir, 
la figure 6 est une vue schematique en perspective 
d'une installation de culture constitute de quatre 
dispositifs de culture places en parallele, 
les figures 7 A et 7B sont des vues schematique, 
respectivement en perspective et du dessus, d'une 
plaque a puits pour une installation du type de celle 
illustree sur la figure 6, 

les figures 8A a 8H sont des vues schematiques des 
principaux constituants d'un puits, avant et apres 
assemblage, 

-. la figure 9 illustre schematiquement, dans une vue 
en coupe transversale, une variante de realisation 
d'une structure multipuits, 
les figures 1 0A a 1 0H sont des vues schematiques 
illustrant les huit phases successives d'un aller-re- 
tour du fluide de culture dans un mode de circulation 
de type laminaire, 

la figure 1 1 illustre I'enchaTnement des huit phases 
des figures 1 1 , 
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les figures 1 2A a 1 2D sont des vues schematiques 
illustrant les quatre phases successives d'un aller- 
retour du fluide de culture dans un mode de circu- 
lation de type turbulent, 
5 - la figure 1 3 illustre Tenchainement des quatre pha- 
ses des figures 12, 

la figure 14 est une variante du mode turbulent il- 
lustre sur les figures 1 2 et 1 3. 

[0019] Les dessins annexes sont, pour I'essentiel, de 
caractere certain. En consequence, ils pourront non 
seulement servir a completer I'invention, mais aussi 
contribuer a sa definition, le cas echeant. 
[0020] On se refere tout d'abord a la figure 1 pour de- 
crire un dispositif de culture de cellules et tissus, dans 
un mode de realisation, non limitatif, 
[0021] Le dispositif 1 illustre sur la figure 1 com p rend 
tout d'abord un premier reservoir 2 comportant une par- 
tie superieure 3 coupiee a une partie inferieure 4 par 
une partie intermediaire 5. Preferentiellement, ce reser- 
voir est delimite par des parois rigides qui lui conferent 
un volume constant. 

[0022] Dans I'exemple illustre, la partie superieure 3 
du reservoir loge une poche souple superieure 6. De 
meme, la partie inferieure 4 loge une poche souple in- 
ferieure 7 qui est raccordee a la poche suptrieure 6 par 
un conduit 8 loge dans la partie intermediaire 5, etroite- 
ment, de sorte que les parties superieure 3 et inferieure 
4 du premier reservoir 2 soient isolees I'une de I'autre. 
[0023] Comme cela est mieux illustre sur les figures 
2 et 3, la poche superieure 6 comporte une entree/sortie 
9 adaptee de maniere a pouvoir cooperer, de facon 
etanche, avec une ouverture superieure 1 0 formee dans 
I'une des cloisons de la partie superieure 3 du premier 
reservoir 2. Ainsi, la poche superieure 6 peut etre rac- 
cordee a des moyens de contrdle d'acces superieurs 
11, eux-memes raccordes a un module d'alimentation 
en gaz ou en fluide de culture (non represents) . 
[0024] De meme, la poche inferieure 7 comporte une 
entree/sortie 1 2 adaptee de maniere a cooperer avec 
une ouverture formee dans la paroi de la partie inferieu- 
re 4 du premier reservoir 2, ou bien, comme cela est 
illustre sur la figure 2, de maniere a cooperer avec des 
moyens de contrdle d'acces 13 loges a I'interieur de la 
partie inferieure 4 du reservoir 2. 
[0025] Preferentiellement, comme cela est illustre sur 
la figure 3, la poche inferieure 7 peut comporter deux 
membranes sensiblement rigides 14 evitant son ecra- 
sement complet lorsqu'elle est soumise a des pressions 
tres elevees, ce qui nuirait a la bonne circulation du flui- 
de de culture. 

[0026] Egalement de preference, le premier reservoir 
2 comporte, dans la partie intermediaire 5, une autre 
ouverture 15 permettant Pinjection, ou ['extraction, ma- 
nuelle ou automatique, d'un liquide ou d'un gaz a I'inte- 
rieur du conduit 8. II s'agira, de preference, d'une ouver- 
ture 1 5 equipee d'un septum, particulierement approprie 
lorsque le dispositif d'injection ou d'extraction est une 
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seringue 16 munie d'une aiguille. 
[0027] Egalement de preference, les poches supe- 
rieure 6 et inferieure 7 sont realisees dans un materiau 
poreux, au moins dans le sens allant de I'exterieur vers 
I'interieur. II pourra s'agir de poches en silicone, ou en 5 
polydimethylsiloxane (PDSM), ou encore en polytetra- 
fluorethylene (PTFE), ou encore en polymeres dimethyl 
et methylvinyl siloxanes. Cela permet, en effet, des 
echanges gazeux entre le fluide de culture qui se trouve 
loge a I'interieur des poches souples et le gaz qui se 
trouve piege a I'interieur des parties superieure 3 et in- 
ferieure 4 du premier reservoir 2. 
[0028] Dans I' exemple illustre sur la figure 1 , la poche 
inferieure 7 communique avec des puits de culture 1 8-1 
a 1 8-3, via les moyens de contrdle d'acces 1 3 et I'ouver- 
ture inferieure 17 formee dans la paroi du reservoir. 
[0029] Plus precisement, les moyens de controle 
d'acces 13 component une extremite creuse 18 dans 
laquelle est introduite une extremite 19 d'un moyen de 
liaison 20, realise sous la forme d'un conduit (ou tube), 
et dont i'extrdmite opposee 21 debouche dans la cham- 
bre de culture 22-1 du premier puits 1 8-1 . Cette premie- 
re chambre de culture 22-1 communique avec la secon- 
de chambre de culture 22-1 logee dans le second puits 
1 8-2 par I'intermediaire d'un autre moyen de liaison 23, 
egalement realise sous la forme d'un conduit (ou tube). 
De meme, la seconde chambre de culture 22-2 commu- 
nique avec la troisieme chambre de culture 22-3 logee 
dans le troisieme puits 18-3 par I'intermediaire d'un 
autre moyen de liaison 23 realise sous la forme d'un 
conduit (ou tube). Enfin, dans cet exemple, un dernier 
moyen de liaison 24 assure la communication entre la 
troisieme chambre de culture 22-3 et un second reser- 
voir 25, qui va etre decrit maintenant. 
[0030] Ce second reservoir 25 est, de preference, 
sensiblement identique au premier reservoir 2 qui a ete 
decrit precedemment en reference aux figures 1 a 4. II 
comporte, par consequent, dans cet exemple, une par- 
tie superieure 26 dans laquelle se trouve logee une po- 
che souple superieure 27, une partie inferieure 28 dans 
laquelle se trouve logee une poche souple inferieure 29 
et une partie intermediaire 30 6troite qui loge un conduit 
31 couplant la poche superieure 27 a la poche inferieure 
29. Ce conduit 31 est egalement loge, de facon etroite, 
dans la partie intermediaire 30, de sorte que la partie 
superieure 26 sort isolee, sur le plan de I'etancheite au 
gaz, de la partie inferieure 28. 

[0031 ] La poche superieure 27 comporte une entree/ 
sortie 32 adaptee, raccordee a des moyens de controle 
d'acces 33, lesquels, tout comme les moyens de con- 
trole d'acces 11 , peuvent etre raccordds a un dispositif 
d'alimentation en fluide ou gaz, ou a un extracteur (non 
represente). De meme, la poche inferieure 29 comporte 
une entree/sortie 34 qui, dans rexemple illustre, est rac- 
cordee a des moyens de contrSle d'acces 35, loges a 
I'interieur de la partie inferieure 28 du second reservoir 
25. 

[0032] De preference, le second reservoir 25 compor- 



te egalement, dans sa partie intermediaire 30, une autre 
ouverture permettant Pinjection, ou I'extraction, manuel- 
le ou automatique, d'un liquide ou d'un gaz a I'interieur 
du conduit 31 . II s'agira, de preference, d'une ouverture 
equipee d'un septum. 

[0033] Dans cet exemple, les moyens de controle 
d'acces 35 component une extremite creuse 36 a la- 
quelle est raccordee I'extremite 37 du conduit 24. 
[0034] Un circuit est ainsi cree entre la poche supe- 
rieure 6 du premier reservoir 2 et la poche superieure 
27 du second reservoir 25, via les chambres de culture 
22-i (i = 1 a 3, dans cet exemple) et via les moyens de 
liaison 20, 23 et 24. 

[0035] Pour gerer les volumes internes des poches 
superieures 6 et 27 et des poches inferieures 7 et 29, 
le dispositif selon I' invention comporte des moyens de 
pressurisation qui vont etre decrfts maintenant en refe- 
rence aux figures 1 et 5. 

[0036] Dans ie mode de realisation preferentiel illus- 
tre, chaque reservoir comporte ses propres moyens de 
pressurisation loges dans un boTtier 38 ou 39. Ces boT- 
tiers etant sensiblement identiques, seul celui couple au 
premier reservoir 2 sera decrit ci-apres. 
[0037] Le boitier 38 comporte un premier circuit de 
pressurisation 40, haute pression, comportant une pom- 
pe 41 , de preference a debit variable. 
[0038] Ce premier circuit haute pression 40 comporte 
une premiere voie 42 destinee a alimenter en air pres- 
surise I'interieur de la partie inferieure 4 du premier re- 
servoir 2, de maniere a g6rer le volume de la poche in- 
ferieure 7. 

[0039] Le premier circuit haute pression comporte 
une seconde voie 43 destinee a alimenter I'interieur de 
la partie superieure 3, de maniere a gerer le volume de 
la poche superieure 6. 

[0040] Dans le mode de realisation illustre, le premier 
circuit haute pression 40 comporte egalement de troi- 
sieme 44 et quatrieme 45 voies destinees respective- 
ment a gerer I'etat des moyens de controle d'acces 11 
et 13, sur lesquels on reviendra plus loin. 
[0041 ] Chacune de ces premiere 42, seconde 43, troi- 
sieme 44 et quatrieme 45 voies comporte une electro- 
vanne, respectivement r6f£rencee 46 a 49. 
[0042] Toutes ces electro van nes 46 a 49 et la pompe 
a fluide de pressurisation 41 sont contrdlees par une 
unite de contrdle 50, realisee sous la forme d'un micro- 
processeur (ou microcontr6leur). Le bloc de pressurisa- 
tion 38 comporte egalement un second circuit de pres- 
surisation 51 (materialise par des traits en pointilles) qui 
debouche a I'exterieur, de maniere a offrir une basse 
pression, equivalente a la pression atmospherique. Ce 
second circuit de pressurisation 51 comporte quatre 
voies 52 a 55 respectivement raccordees aux electro- 
vannes 46 a 49, lesqueltes sont par consequent de type 
trois voies (deux d'entree et une de sortie). 
[0043] De (a sorte, le microcontrdleur 50 est capable 
d'appliquer des basses pressions ou des hautes pres- 
sions, selon les besoins, dans ies parties superieures 3 
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et inferieures 4 du premier reservoir 2. 
[0044] La sortie de I'electrovanne 48 de la premiere 
voie 44 alimente, via un conduit 56, une ouverture 57 
formee dans la paroi de la partie inferieure 4 du premier 
reservoir 2. De meme, la sortie de I'electrovanne 47 ali- 
mente, via un conduit 58 une ouverture 59 formee dans 
la parol de la partie superieure 3 dudit premier reservoir 
2. Enfin, les sorties des electrovannes 48 et 49 alimen- 
tent respectivement des logements 60, que compren- 
nent les moyens de controle d'acces 11 et 1 3, via des 
conduits 61 et 62, respectivement. 
[0045] Ces logements sont detailles sur les figures 4A 
et 4B. En fait, dans le mode de realisation illustre, les 
moyens de controle d'acces 11 , 13, 33 et 35, compren- 
nent un bo'tier 63 ferme, et evide, de maniere a delimiter 
le logement interne 60 et a recevoir un tube 64 compor- 
tant, dans une partie centrale 65, logee a I'interieur du 
logement 60, une partie amincie 66, d'une grande sou- 
plesse. Les deux extremites 67 et 68 de ce tube 64 de- 
bouchent a I'exterieur du logement 60 par des ouvertu- 
res formees dans le boitier 83, de sorte qu'elles puissent 
etre raccordees soit a une entree/sortie 9 ou 12 d'une 
poche souple 6 ou 7, soit a I'extremite 1 9 ou 37 d'un 
moyen de liaison 20 ou 24, soit encore a un dispositif 
d'alimentatton ou d'extraction de gaz ou de liquide (non 
represents). Mais il ne s'agit que d'un exemple de rea- 
lisation parmi d'autres, tels que des commutateurs ou 
des vannes. 

[0046] En appliquant une haute pression sur la partie 
amincie 66 du tube 64, comme illustre sur la figure 4B, 
on provoque un ecrasement des parois amincies qui in- 
terdit le passage, de tout fluide. En d'autres termes, se- 
lon que la pression appliquee dans le logement 60 sur 
la zone amincie 66 du tube 64 est haute ou basse, le 
moyen de contra le d'acces 11 ou 13 se trouve dans un 
etat non passant ou passant (ou encore ferme ou 
ouvert), si bien qu'il agit comme un commutateur. Cette 
commutation n'est pas obligatoirement de type tout ou 
hen, bien que cela soit preferable. En effet, selon I'in- 
tensite de la pression appliquee sur la zone amincie 66, 
on peut obtenir un ecrasement partiel ou total. 
[0047] De preference, le premier circuit 40 comporte, 
egaiement, une electrovanne addition nelle 63 permet- 
tant de regler le debit du fluide de pressurisation. Cette 
electrovanne est egaiement pilotee par le microcontrd- 
Ieur50. 

[0048] D'autre part, le bloc de pressurisation compor- 
te, de preference, une interface de communication, par 
exemple de type RS232, permettant le raccordement 
dudit boitier a un micro-ordinateur destine a program- 
mer I e microcontroleur 50. 

[0049] Comme indique precedemment, dans le mode 
de realisation illustre sur la figure 1 , le dispositif selon 
invention comporte un autre bloc de pressurisation 1 38 
sensiblement identique au bloc 38 qui vient d'etre decrit 
en reference a la figure 5. Les references des compo- 
sants de ce bloc 13 presentent les mdmes references 
que celles des elements du bloc 38, augmentees de la 



valeur 100. Ainsi, la pompe a fluide de pressurisation 
porte la reference 141 , les differentes electrovannes du 
circuit de pressurisation portent les references 146 a 
149 et le microcontroleur porte la reference 150. 
5 [0050] Preferentiellement, les deux blocs de pressu- 
risation sont independants Tun de Pautre. 
[0051] Ce mode de realisation est actuellement pre- 
fere, dans la mesure ou chaque bloc de pressurisation 
38, 138 peut etre integre sous la partie superieure 3, 26 
*o d'un premier 2 ou second reservoir 25, en realisant un 
assemblage modulaire compact. De plus, cela simplif ie 
notablement les circuits de pressurisation, evitant no- 
tamment les problemes de raccordement. 
[0052] Bien entendu, dans une variante de realisa- 
15 tion, le dispositif selon I'invention pourrait ne compren- 
dre qu'un unique bloc de pressurisation gerant la pres- 
sion appliquee surchacune des poches souples des re- 
servoirs. Dans une telle variante, on pourrait n'utiliser 
qu'un unique microcontroleur pour gerer I'integralite des 
electrovannes du circuit de pressurisation. Dans une 
autre variante, on pourrait conserver un bloc de pressu- 
risation pour chaque reservoir, mais n'utiliser qu'une 
unique pompe a fluide et/ou un unique micro-contrdleur. 
[0053] Comme cela est illustre, schematiquement, 
sur la figure 6, il est possible de disposer en paralleie 
une multiplicrte de dispositifs 1 , de maniere a constituer 
une installation de culture de cellules et tissus, a grand 
rendement. Dans cet exemple, I'installation comporte 
quatre dispositifs paralleles 1 -1 a 1 -4, chaque dispositif 
1 -i (ici i = 1 a 4) comportant chacun trois puits de culture 
18-j (ici j = 1 a 3) en serie. Ces dispositifs sont ici inde- 
pendants, mais ils pourraient cooperer ensemble, par 
exemple du fait de moyens de liaison couplant certains 
de leurs puits. 

[0054] De preference, dans ce type d' installation, les 
moyens de pressurisation de chaque dispositif 1 -i sont 
loges dans deux boitiers 64 et 65 destines respective- 
ment au premier reservoir 2-i et25-i, preferentiellement, 
chaque boitier 64, 65 loge autant de blocs de pressuri- 
sation 38, 1 38 qu'il y a de dispositifs, chaque bloc etant 
avantageusement independant du bloc gerant le reser- 
voir du dispositif voisin. Mais, dans une variante, on 
pourrait envisager que le boitier 64 comporte un unique 
microcontrfileur permettant de piloter I'integralite des 
electrovannes gerant les differents acces aux parties 
superieures et inferieures de chaque reservoir. II pour- 
rait egaiement n*y avoir qu'une unique pompe. 
[0055] Dans une telle installation, le nombre de dis- 
positifs assembles en paralleie pourra varier selon les 
besoins. 

[0056] Dans une installation selon I'invention, tout 
comme dans un dispositif selon I'invention, les puits de 
culture 1 8-j peuvent etre montes en serie sur une plaque 
support, comme illustre sur les figures 7A et 7B, ou bien 
directement formes par evidement d'un bloc massif 
epais 67 (comme illustre sur les figures 1 et 9). 
[0057] Dans le premier exemple (figures 7), la plaque 
pourra comporter des logements pour recevoir chaque 
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puits 1 8-i-j (tci i = 1 a 4, et j = 1 a 3). 
[0058] Dans le second exemple de realisation, les 
puits de culture des dispositifs pourront etre realises 
dans des blocs massifs independants, ou bien dans un 
bloc unique. 

[0059] On se refere maintenant aux figures 8A a 8H 
pour decrire un mode de realisation preferentiel des 
puits de culture. 

[0060] Comme illustre sur la figure 8A, un puits, de 
type independant, est delimite par des parois, dont une 
paroi de fond 68, de preference plane et une paroi late- 
rale 69, de preference cylindrique, bien que tout autre 
type de forme pourrait etre envisage, selon les besoins. 
Ces parois 68 et 69 delimitent une cavite 70 au fond de 
laquelle se trouve place un anneau souple 71 (voir figu- 
res 8E et 8G) dans lequel se trouvent formes deux ori- 
fices traversant 72 et 73, destines a permettre le pas- 
sage des moyens de liaison 20, 23 ou 24. Ces moyens 
de liaison sont de preference rigides, et presentent un 
diametre exteme legerement sup6rieur au diametre in- 
terne des orifices, de maniere a assurer une etancheite 
de qualite. 

[0061 ] De preference, cet anneau souple 71 presente 
les proprietes d'un septa, de maniere a permettre des 
injections multiples, a I'aide d'aiguilles, a I'interieur de la 
chambre de culture 22, et sans que cela ne nuise a 
I'etancheite. II pourra s'agir, par exemple d'un anneau 
en silicone comportant des orifices preformes 74 deli- 
mrtant des points d'injection (voir figure 8H). 
[0062] L'anneau souple 71 comporte dans sa partie 
inferieure, cote interne, un bourrelet 75, sensiblement 
circulaire, destine a supporter un couvercle 76, de pre- 
ference transparent (voir figure 8F). 
[0063] Ce couvercle 76 est destine a etre immobilise 
dans la cavite 70, a une distance choisie du fond du 
puits, delimite par ta paroi 68, de maniere a constituer 
la chambre de culture 22 dans laquelle doit s'effectuer 
la culture des cellules ou tissus, de facon etanche. 
[0064] Le fond du puits, delimite par la face superieu- 
re de la paroi 68, peut etre traite prealablement en fonc- 
tion des besoins specifiques d'une lignee cellulaire. Un 
tel traitement peut etre chimique ou physique. Par 
ailleurs, une lamelle, avec ou sans traitement specifi- 
que, peut etre deposee sur cette paroi 68, de maniere 
a permettre un ancrage des cellules. 
[0065] D'autres elements bio-compatibles, ou non, 
peuvent etre introduits dans la chambre 22 pour permet- 
tre ('adhesion des cellules ou tissus, ou I'etude des in- 
terferences entre cet element et la culture deja existan- 
te. II pourra s'agir, par exemple, de gel, de collagene, 
de filtre, ou tout autre support. 
[0066] Comme indique precedemment, il est particu- 
lierement avantageux que le couvercle 76 soit transpa- 
rent, de maniere a permettre une observation micros- 
copique, en direct, pendant toute la duree de la culture. 
A cet effet, les differents constituants du dispositif, que 
ce soit les reservoirs, les blocs de press urisation, ou me- 
me les puits, sont miniaturises pour permettre leur ins- 



tallation sous un objectif de microscope. 
[0067] De preference, le couvercle 76 peut etre retire, 
afin d'etre change, ou bien de maniere a permettre Pen- 
levement des cellules ou tissus cultives, dans un envi- 
ronnement sterile. 

[0068] En vue d'eviter des changements de pression 
a I'interieur de la chambre de culture 22, lors de I'enle- 
vement du couvercle 76, une aiguille, ou tout autre dis- 
positif, peut etre introduce dans un ou plusieurs des ori- 
fices 74 de maniere a etablir une communication entre 
I'interieur de la chambre de culture 22 et le milieu exte- 
rieur environnant. 

[0069] Apres enlevement du couvercle 76, la culture 
peut etre traitee manuellement ou automatiquement, 
selon les differents procedes connus de I'homme de 
Tart. 

[0070] Par ailleurs, ies orifices 74 peuvent etre utilises 
de maniere a etablir des communications multiples, di- 
rectes, automatiques ou manuelles dans la chambre de 
culture 22, en vue de toute intervention fluidique autre 
que celie assuree par les moyens de liaison 20, 23 et 
24 qui alimentent les chambres en fluide de culture. A 
titre d'exemple, I'inoculation initiate des cellules peut 
etre directement realisee par un ou plusieurs orifices 74. 
[0071] Ainsi, des traitements differents peuvent etre 
appliques dans des chambres de culture d'une meme 
serie. Ces orifices 74 peuvent etre egalement utilises 
pour connecter une chambre a plusieurs autres cham- 
bres d'une meme serie ou d'une autre serie (lorsque plu- 
sieurs dispositifs sont installes en parallele dans une 
installation). 

[0072] De preference, les tubes (ou conduits), for- 
mant les moyens de liaison, sont realises dans un ma- 
teriau elastomere souple pour permettre de bloquer la 
circulation de fluide de culture par ecrasement, par 
exemple a I'aide d'une pince. 

[0073] Dans une variante, certains des puits pourront 
etre agence de maniere a definir deux chambres de cul- 
ture superposees et separees par un filtre. 
[0074] On se refere maintenant aux figures 10 et 11 
pour decrire un premier mode de fonctionnement du dis- 
positif et de Installation selon I'invention. Ce premier 
mode peut etre appele mode laminaire. II consiste a f ai- 
re remonter le fluide de culture dans la poche superieure 
de I'un des deux reservoirs de maniere a instaurer une 
difference de hauteur entre cette poche superieure et 
les poches inferieures des deux reservoirs, puis a lais- 
ser s'ecouler, par gravitation, le fluide de culture du re- 
servoir superieur vers les reservoirs inferieurs, etafaire 
remonter te fluide de culture vers la poche superieure 
de I'autre reservoir. On recommence, dans I'autre sens 
("sens retour"), les memes operations pour faire un cy- 
cle (ou "aller-retour") entre les deux reservoirs, via le 
puits. Le nombre de cycles est choisi en fonction du type 
de culture effectuee a I'interieur des puits 18. 
[0075] Les microcontrdleurs 50, 150 des moyens de 
pressurisation sont programmes, ou configures, pour 
appliquer sur chaque poche superieure et inferieure 
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qu'ils gerent des pressions definies par des sequences 
de pression. 

[0076] Ces sequences de pression sont, de preferen- 
ce, prealablement m6morisees dans une memoire 
reinscriptible du microcontroleur. Dans ce cas, la pro- 
grammation (ou en d'autres termes la memorisation des 
differentes sequences) est avantageusement effectuee 
via interface RS232 que Ton raccorde a un micro-ordi- 
nateur, ou analogue. Mais, le microcontroleur peut etre 
equipe d'une m6moire non reinscriptible, et dans ce cas 
il ne peut pas etre reprogramme avec de nouvelles se- 
quences. 

[0077] Le mode de circulation laminaire peut etre de- 
compose en cycles de quatre etapes illustrees sur les 
figures 1 0A a 1 0H. Chaque etape correspond, pourcha- 
que poche de chaque reservoir, a une p6riode de la se- 
quence associ6e. 

[0078] Dans la premiere etape illustr6e sur les figures 
10H et 10A, le fluide de culture qui vient d'etre injecte 
dans le premier reservoir 2 estcontraint a gagner la po- 
che superieure 6. Pour ce faire, on applique une basse 
pression sur la poche sup6rieure 6 du premier reservoir 
2, des hautes pressions sur les poches inferieures 7 et 
29, tandis que Ton applique une basse pression sur la 
poche superieure 27 du second reservoir 25. Le fluide 
de culture est done contraint a quitter la poche superieu- 
re 27 du second reservoir 25 pour gagner la poche su- 
perieure du premier reservoir 2, via les poches inferieu- 
res 29 et 7. En d'autres termes, la poche superieure 27 
du second reservoir 25 se degonfle tandis que la poche 
superieure 6 du premier reservoir 2 se gonfleen se rem- 
piissant de fluide de culture. 

[0079] Dans la seconde etape illustree sur les figures 
1 0B et 1 0C, le fluide de culture qui vient d'etre regroupe 
dans la poche superieure 6 du premier reservoir 2 
s'ecoule par gravitation de la poche superieure 6 vers 
la poche inferieure 7 du premier reservoir puis la poche 
inferieure 29 du second reservoir 25. Pour ce faire, on 
applique une basse pression sur la poche superieure 6 
du premier reservoir 2 et une haute pression sur la po- 
che inferieure 7 de ce meme reservoir, tandis que Ton 
applique des basses pressions sur les poches inferieure 
29 et superieure 27 du second reservoir 25. La poche 
superieure 6 se degonfle done, tandis que la poche in- 
ferieure 29 du second reservoir 25 se gonfle en se rem- 
plissant de fluide de culture. 

[0080] Dans la troisieme etape illustree sur les figures 
1 0D et 1 0E, le fluide de culture qui vient d'etre regroupe 
dans la poche inferieure 29 du second reservoir 25 est 
contraint a gagner la poche superieure 27. Pource faire, 
on applique une basse pression sur la poche superieure 
6 du premier reservoir 2, des hautes pressions sur les 
poches inferieures 7 et 29, et une basse pression sur la 
poche superieure 27 du second reservoir 25. La poche 
inferieure 29 se degonfle done, tandis que la poche su- 
perieure 27 du second reservoir 25 se gonfle en se rem- 
plissant de fluide de culture. 

[0081] Dans la quatrieme etape illustree sur les figu- 



res 10F et 10G, le fluide de culture qui vient d'etre re- 
groupe dans la poche superieure 27 du second reser- 
voir 25 s'ecoule par gravitation de la poche superieure 
27 vers la poche inferieure 7 du premier reservoir 2. 

5 Pour ce faire, on applique des basses pressions sur les 
poches superieures 6 et 27 et sur la poche inferieure 7 
du premier reservoir, tandis que Ton applique une haute 
pression sur la poche inferieure 29 du second reservoir 
25. La poche superieure 27 se degonfle done, tandis 

10 que la poche inferieure 7 du premier reservoir 2 se gon- 
fle en se remplissant de fluide de culture. Cela met fin 
au cycle ailer-retour. 

[0082] Sur la figure 10H se trouve illustree le debut 
de la premiere etape. 
15 [0083] Les quatre etapes du mode laminaire sont re- 
groupees sous la forme d'un cycle « aller-retour » sur la 
figure 11 . Le nombre de cycles successifs est choisi en 
fonction du type de culture effectue. 
[0084] On se refere maintenant aux figures 1 2A a 1 2D 
20 pour decrire un second mode de fonctionnement d'un 
dispositif ou d'une installation selon I'invention. 
[0085] Dans ce mode de fonctionnement dit « turbu- 
lent », une haute pression est appliqu6e en permanence 
sur les poches inferieures 7 et 29 des premier 2 et se- 
25 cond 25 reservoirs. En d'autres termes, les premiere et 
seconde sequences superieures des poches superieu- 
res des premier et second reservoirs sont constituees 
d'une succession de quatre periodes de basse pression. 
Ce mode ne comprend que deux etapes. 
30 [0086] Dans la p rem id re etape illustree sur les figures 
12A et 12D, on applique une basse pression sur la po- 
che superieure 6 du premier reservoir 2 et une haute 
pression sur la poche superieure 27 du second reservoir 
25. Le fluide est done contraint a gagner la poche supe- 
rs rieure 7 du premier reservoir 2, si bien que la poche su- 
perieure 27 se degonfle tandis que la poche superieure 
6 se gonfle. 

[0087]- Dans la seconde etape illustree sur les figures 
1 2B et 1 2C, on applique une haute pression sur la poche 

40 superieure 6 du premier reservoir 2 et une basse pres- 
sion sur la poche superieure 27 du second reservoir 25. 
Le fluide est done contraint a gagner la poche superieu- 
re 27 du second reservoir 25, si bien que la poche su- 
perieure 6 se degonfle tandis que la poche superieure 

45 27 se gonfle. 

[0088] Sur la figure 12D se trouve illustree le debut 
de la premiere etape. 

[0089] Les deux etapes du mode turbulent sont re- 
groupees sous la forme d'un cycle « aller-retour » sur la 

so figure 13. Le nombre de cycles successifs est choisi en 
fonction du type de culture effectue. 
[0090] Sur la figure 1 4 se trouve representee une va- 
riante de cycle « aller-retour» (entre les deux reservoirs) 
du second mode de fonctionnement turbulent. Dans cet- 

55 te variante, la haute pression n'est plus maintenue cons- 
tamment sur les deux poches inferieures 7 et 29, mais 
sur les deux poches superieures 6 et 27. Cela permet 
d'obtenir une circulation du fluide de culture tres rapide 



8 



15 



EP1 118 657 A1 



16 



entre les deux poches inferieures 7 et 29, etant donne 
que ledit fluide ne peut pas remonter, du fait des hautes 
pressions dans les poches superieures 6 et 27. 
[0091] Dans cette variante, on prevoit toujours deux 
etapes. 

[0092] Dans la premiere etape (a et d), on applique 
une haute pression sur les deux poches superieures 6 
et 27 et sur la poche inferieure 29 du second reservoir, 
tandis que i'on applique une basse pression sur la po- 
che inferieure 7 du premier reservoir 2. 
[0093] Dans la seconde etape (b et c), on applique 
une haute pression sur les deux reservoirs superieurs 
6 et 27 ainsi que sur le reservoir inferieur 7 du premier 
reservoir 2, tandis que Ton applique une basse pression 
sur la poche inferieure 29 du second reservoir 25. A la 
fin de cette etape, on peut recommencer la premiere 
etape (c et a). 

[0094] Le n ombre de cycles success its est egalement 
choisi en fonction du type de culture effectue. 
[0095] Dans une autre variante du mode de fonction- 
nement turbulent (non illustree), la premiere sequence 
appliquee a chaque poche du premier reservoir cons iste 
en une alternance de premieres periodes de haute pres- 
sion et de secondes periodes de basse pression, et la 
seconde sequence appliquee a chaque poche du se- 
cond reservoir cons iste en une alternance de premieres 
periodes de basse pression et de secondes periodes de 
haute pression. 

[0096] Les deux modes de fonctionnement, laminaire 
et turbulent, qui viennent d'etre decrits, ainsi que la va- 
riante, ne sont que quelques-uns des nombreux exem- 
ples qui peuvent etre envisages. Ainsi, il serait possible 
de combiner des cycles de fonctionnement turbulent 
avec des cycles de fonctionnement laminaire. 
[0097] Ces differents modes de fonctionnement tor- 
ment chacun une etape de procede selon {'invention, 
dont une etape prealable consiste en Putilisation de Pun 
des dispositifs decrits ci-avant. En d'autres termes, in- 
vention concerne egalement un procede comprenant 
une premiere etape dans laquelle on prevoit Tun des dis- 
positifs selon I'invention, et une seconde etape dans la- 
quelle on applique a ce dispositif Tun des modes de 
fonctionnement laminaire ou turbulent, ou bien une 
combinaison de ceux-ci. 

[0098] Dans cette seconde etape, on peut choisir des 
durees sensiblement identiques pour les premieres pe- 
riodes des premieres et secondes sequences, et des 
durees sensiblement identiques pour les secondes pe- 
riodes des premieres et secondes sequences. 
[0099] Par ailleurs, dans cette seconde etape, la pre- 
miere sequence superieure appliquee a la poche supe- 
rieuredu premier reservoir pourraconsister en unesuite 
repefee un nombre de fois choisi de premiere, seconde, 
troisieme et quatrieme periodes de basse pression, tan- 
dis que, d'une premiere part, la premiere sequence in- 
ferieure appliquee a la poche inferieure du premier re- 
servoir consiste en une suite repetee ledit nombre de 
fois choisi d'une premiere periode de haute pression, 



d'une seconde periode de haute pression, d'une troisie- 
me periode de haute pression et d'une quatrieme perio- 
de de basse pression, d'une deuxieme part, ia seconde 
sequence inferieure appliquee a la poche inferieure du 
5 second reservoir consiste en une suite repetee ledit 
nombre de fois choisi d'une premiere periode de haute 
pression, d'une seconde periode de basse pression, 
d'une troisieme periode de haute pression et d'une qua- 
trieme periode de haute pression, et d'une troisieme 
10 part, la seconde sequence superieure appliquee a la po- 
che superieure du second reservoir consiste en une sui- 
te repetee ledit nombre de fois choisi d'une premiere, 
seconde, troisieme et quatrieme periodes de basse 
pression. Preferentiellement, dans ce cas, lors de la se- 
ts conde etape les durees des premieres periodes des 
premieres et secondes sequences superieure et infe- 
rieure sont sensiblement identiques, les durees des se- 
condes periodes des premieres et secondes sequences 
superieure et inferieure sont sensiblement identiques, 
20 les durees des troisiemes periodes des premieres et se- 
condes sequences superieure et inferieure sont sensi- 
blement identiques, et les durees des quatriemes perio- 
des des premieres et secondes sequences superieure 
et inferieure sont sensiblement identiques. 
25 [0100] L'invention s'applique a de tres nombreux ty- 
pes de cellules et tissus, tels que notamment : 

les cellules intestines : Intestine 407, Caco-2, Colo 
205, T84, SW 1116, WiDr, HT29, HT 115, HT 55 ; 
30 - les cellules endotheliales : HAOSMC (de Pacrony- 
me anglais Human Aortic Smooth Muscle Cells) ; 
les cellules epidermales : NHEK-Neopooled (Hu- 
man Epidermal Keratin ocyte Neonatal), Equine 
Dermis ; 

35 - les cellules cancereuses : HeLa, CHO-K1 *; 

les cellules fibroplastiques de type intestinales : 
CCD-18CO 

les cellules fibroplastiques de type M RC-5, 3T3, Wi- 
38; 

40 - les myelomes: SP20-Ag14, P3X63 Ag8 653, 
MPC11; 

les hybridomes ; 
les cellules d'insectes : SF9. 

45 [01 01] Cette tiste n'est en aucun cas exhaustive; ii ne 
s'agit que d'exemples. 

[0102] L'invention ne se limite pas aux modes de rea- 
lisation de dispositif, d'instailation et de procede decrits 
ci-avant, seulement a titre d'exemple, mais elle englobe 
so toutes les variantes que pourra envisager I'homme de 
Part dans le cadre des revendications ci-apres. 
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Revendications 

1. Dispositif de culture de cellules et tissus du type 
comprenant au moins un puits de culture (18-i) 
agence pour definir une chambre (22-i) propre a re- 
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cevoir des cellules ou des tissus a cuttiver, de pre- 
mier (2) et second (25) reservoirs, Tun au moins de 
ces deux reservoirs etant agence pour recevoir un 
fluide de culture, et des moyens de liaison 
(20,23,24) couples audit puits et auxdits premier et 5 
second reservoirs pour permettre la circulation du 
fluide de culture d'un reservoir a I'autre via ledit 
puits, 

caracterise en ce que chaque reservoir 
(20,25) loge au moins une poche souple (6,7 ; 10 
27,29), Tune au moins des poches deces reservoirs 
etant propre a recevoir le fluide de culture, et en ce 
que ledit dispositif comprend au moins un module 
de commande (50,1 50) propre a fou rnir de premiere 
et/ou de seconde sequences de pressions externes 13 
a appliquer, respectivement, sur les poches des 
premier et second reservoirs, et des moyens de 
pressurisation (38,40-49,51-56,61-63) agences 
pour appliquer auxdites poches les pressions defi- 
nies par lesdites premiere et seconde sequences 20 
fournies par le module de commande, de maniere 
a g£rer la circulation du fluide de culture dans ledit 
puits. 

2. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise en 25 
ce que lesdits premier (2) et second (25) reservoirs 
comprennent chacun une partie superieure (3,26) 

et une partie inferieure (4,28) reliees entre elles par 
une partie intermediaire etroite (5,30), chaque par- 
tie superieure et inferieure des premier et second 30 
reservoirs logeant une poche souple, lesdites po- 
ches souples superieure (6,27) et inferieure (7,29) 
communiquant entre elles via la partie intermediaire 
(5,30), et lesdits moyens de liaison (20,24) commu- 
niquant avec les poches inferieures (6,29). 35 

3. Dispositif selon la revendications 2, caracterise en 
ce que ledit module de commande (50,1 50) est pro- 
pre a fournir une premiere sequence de pressions 
externes superieures pour la poche superieure (6) 4 <> 
du premier reservoir (2), une premiere sequence de 
pressions externes inferieures pour la poche infe- 
rieure (7) du premier reservoir (2), une seconde se- 
quence de pressions externes inferieures pour la- 
dite poche inferieure (29) du second reservoir (25) *5 
et une seconde sequence de pressions externes 
superieures pour la poche superieure (27) du se- 
cond reservoir (25), et en ce que lesdits moyens de 
pressurisation (38,40-49,51-56,61-63) sont agen- 
ces pour appliquer auxdites poches superieure (6) 50 
et inferieure (7) du premier reservoir (2) les pres- 
sions desdites premieres sequences de pressions 
superieures et inferieures, respectivement, et 
auxdites poches inferieure (29) et superieure (27) 

du second reservoir (25) les pressions desdites se- 55 
condes sequences de pressions inferieures et su- 
perieures, respectivement, de maniere a g6rer la 
circulation du fluide de culture dans ledit puits. 



4. Dispositif selon Tune des revendications 2 et 3, ca- 
racterise en ce que lesdits niveaux superieurs des- 
dites poches souples superieures (6,27) sont sen- 
siblement identiques et lesdits niveaux inferieurs 
desdites poches souples inferieures (7,29) sont 
sensiblement identiques. 

5. Dispositif selon Tune des revendications 1 a 4, ca- 
racterise en ce que lesdites poches (6,7,27,29) sont 
permeables aux gaz, au moins dans le sens allant 
de I'exterieur vers I'interieur. 

6. Dispositif selon Tune des revendications 2 a 5, ca- 
racterise en ce que lesdites poches superieure (6) 
et inferieure (7) du premier reservoir (2), respecti- 
vement second reservoir (25), communiquent par 
un conduit (8,31) log6 dans la partie intermediaire 
(5,30). 

7. Dispositif selon la revendication 6, caracterise en 
ce que Tun au moins des premier (2) et second (25) 
reservoirs comporte un orifice (15) adapte propre a 
permettre Pintroduction dudit fluide de culture dans 
le conduit (8,31) de communication entre poches. 

8. Dispositif selon I'une des revendications 2 a 7, ca- 
racterise en ce que i'une au moins des parties su- 
perieures (6,29) des reservoirs comporte une 
ouverture superieure (1 0) agencee pour permettre 
le raccordement de la poche superieure (6,29) 
qu'elle loge a un dispositif d'alimentation et/ou d'ex- 
traction de fluide de culture. 

9. Dispositif selon la revendication 8, caracterise en 
ce qu'il comprend des premiers moyens de contr6le 
d'accfes (11 ,33), pilotes par le module de comman- 
de (50,150) et propres a contr6ler I'acces a ladite 
poche superieure (6,27) via ladite ouverture supe- 
rieure (10). 

10. Dispositif selon Tune des revendications 2 a 9, ca- 
racterise en ce que chaque partie inferieure (4,28) 
de reservoir comporte une ouverture inferieure (1 7) 
propre a permettre le raccordement desdits moyens 
de liaison (20,24) a la poche inferieure (7,29) qu'elle 
loge, et en ce qu'il comprend des seconds moyens 
de contr6le d'acces (13,35), pilotes par le module 
de commande (50,150) et propres a contr6ler I'ac- 
ces auxdites poches inferieures via lesdites ouver- 
tures inferieures (17). 

1 1 . Dispositif selon Tune des revendications 2 a 1 0, ca- 
racterise en ce que les parties superieure (3,26) et 
inferieure (4,28) des premier (2) et second (25) re- 
servoirs component chacune une entree etanche 
(59), et en ce que lesdits moyens de pressurisation 
comprennent un premier circuit de pressurisation 
(40-43,46,47,56,58) propre a alimenter en fluide 
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haute pression, sous le contrdle de vannes supe- 
rieures (47,147) et inferieures (46,146) pilotees par 
le module de commande (50), chaque partie supe- 
rieure (3,26) et inferieure (4,28) des premier et se- 
cond reservoirs, via lesdites entrees etanches 
(59,17). 

12. Dispositif selon i'une des revendications 2 a 10, ca- 
racterise en ce que les parties superieure (3,26) et 
inferieure (4,28) des premier (2) et second (25) re- 
servoirs comportent chacune une entree etanche 
(59), et en ce que lesdits moyens de pressurisation 
comprennent un premier circuit de pressurisation 
(40) comportant une pompe a fluide (41) et propre 
a alimenter en fluide haute pression, sous le con- 
trdle de vannes superieure (47) et inferieure (56) 
pilotees par le module de commande (50), chaque 
partie superieure et inferieure du premier reservoir, 
via lesdites entrees etanches, ainsi qu'un second 
circuit de pressurisation (1 40) comportant une pom- 
pe a fluide (1 41 ) et propre a alimenter en fluide hau- 
te pression, sous le contrdle de vannes superieure 
(147) et inferieure (156) pilotees par le module de 
commande (150), chaque partie superieure et infe- 
rieure du second reservoir, via lesdites entrees 
etanches. 

1 3. Dispositif selon I'une des revendications 1 1 et 1 2 en 
combinaison avec I'une des revendications 9 et 10, 
caracterise en ce que lesdits premiers (1 1 ,33) et se- 
conds (13,35) moyens de controle d'acces com- 
prennent un conduit (64) muni d'une zone amincie 
(66) flexible logee dans une cavitd (60) et en ce que 
chaque circuit de pressurisation comprend deux 
autres vannes (48,49 ;1 48,1 49) propres a alimenter 
en fluide haute pression les logements (60) desdits 
premier et seconds moyens de controle d'acces sur 
ordre dudit module de commande, pour agir sur la- 
dite zone amincie (66) en vue de faire varier I'etat 
du moyen de contrdle d'acces associe, 

14. Dispositif selon I'une des revendications 11 et 13, 
caracterise en ce que lesdits moyens de pressuri- 
sation comprennent un autre circuit de pressurisa- 
tion raccorde auxdites vannes superieures et infe- 
rieures, et propre a alimenter en fluide basse pres- 
sion, sous le contrdle du module de commande, 
chaque partie superieure et inferieure des premier 
et second reservoirs. 

15. Dispositif selon Tune des revendications 12 et 13, 
caracterise en ce que lesdits moyens de pressuri- 
sation comprennent un troisieme circuit de pressu- 
risation (51-55) raccorde auxdites vannes supe- 
rieure (47) et inferieure (46), et propre a alimenter 
en fluide basse pression, sous le controle du mo- 
dule de commande (50), chaque partie superieure 
et inferieure du premier reservoir (2), ainsi qu'un 



quatrieme circuit de pressurisation raccorde auxdi- 
tes vannes superieure (147) et inferieure (146) et 
propre a alimenter en fluide basse pression, sous 
le contrdle du module de commande, chaque partie 
5 superieure et inferieure du second reservoir (25). 

16. Dispositif selon la revendication 15 en combinaison 
avec la revendication 13, caracterise en ce que cha- 
que troisieme et quatrieme circuit de pressurisation 
10 est raccorde auxdites autres vannes (61,62; 
161,162) de maniere a cooperer avec lesdits pre- 
mier (11 ;33) et seconds (13 ;35) moyens de con- 
trdle d'acc6s. 

15 1 7. Dispositif selon I'une des revendications 2 a 1 6, ca- 
racterise en ce qu'il comprend au moins deux puits 
(18-i) places en serie et communiquant entre eux 
par lesdits moyens de liaison (23), Tun des puits 
(18-1) etant raccorde audit premier reservoir (2) et 
20 I'autre puits (1 8-3) etant raccorde audit second re- 
servoir (25). 

18. Dispositif selon (a revendication 1 7, caracterise en 
ce qu'il comprend un troisieme puits (18-3) place en 

25 serie entre les deux autres puits et communiquant 
avec eux par lesdits moyens de liaison (23). 

19. Dispositif selon I'une des revendications 2 a 1 8, ca- 
racterise en ce que lesdits moyens de liaison 

30 (20,23,24) sont constitues de conduits dont une ex- 
tremite au moins debouche en une chambre (22-i) 
de culture choisie de puits. 

20. Dispositif selon I'une des revendications 17 a 19, 
35 caracterise en ce que lesdits puits (18-i) sont des 

unites independantes assembles les unes aux 
autres. 

21. Dispositif selon Tune des revendications 17 a 19, 
40 caracterise en ce que lesdits puits (1 8-i) sont agen- 

ces sur une plaque (66). 

22. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 21 , ca- 
racterise en ce que chaque chambre de culture 

45 (22-i) comporte au moins une paroi transparente 
(76) agencee pour permettre Pobservation des cel- 
lules ou tissus en cours de culture. 

23. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 22, ca- 
so racteiise en ce que certains au moins des puits sont 

agences de maniere a definir deux chambres de 
culture superposees et separees par un filtre. 

24. Dispositif selon I'une des revendications 1 a 23, ca- 
55 racterise en ce que le module de contrdle (50 ; 1 50) 

comprend une memoire de type reinscriptible pro- 
pre a stocker lesdites sequences de pression. 
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25. Installation de culture de cellules et tissus, caracte- 
nsee ; ,en ce qu'elle comprend au moins deux dispo- 
sitifs (1 -i) selon Tune des revendicatlons 1 a 24, pla- 
ces en parallele, et une unite de commande propre 
a piloter conjointement les unites de commande 
(50-1,1 50-i) desdits dtspositifs. 

26. Installation selon la revendication 25, caracterisee 
en ce que certains puits d'un dispositif communi- 
quent avec au moins un autre puits d'un autre dis- 
positif, via lesdits moyens de liaison. 

27. Procede de culture de cellules et tissus, du type 
comprenant une premiere etape dans laquelle on 
prevoit un dispositif de culture comportant au moins 
un puits de culture propre a recevoir des cellules ou 
des tissus a cultiver, de premier et second reser- 
voirs couples au puits, Tun au moins de ces deux 
reservoirs etant agence pour recevoir un fluide de 
culture, caracterise en ce que dans la premiere eta- 
pe on loge dans chaque reservoir au moins une po- 
che souple, Tune au moins de ces poches etant pro- 
pre a recevoir le fluide de culture, et en ce qu'il com- 
prend une seconde etape dans laquelle on applique 
auxdites poches des pressions definies par des 
premiere et seconde sequences de pressions choi- 
sies, pour gerer la circulation du fluide de culture 
dans led it puits. 

28. Procede selon la revendication 27, caracterise en 
ce que dans la premiere etape on prevoit dans cha- 
que reservoir une partie superieure et une partie in- 
ferieure reliees entre elles par une partie interme- 
diaire etroite et logeant chacune une poche souple, 
lesdites poches superieure et inferieure communi- 
quant entre elles via la partie intermediate et lesdi- 
tes poches inferieures etant couplees au puits, et 
en ce que dans la seconde etape on applique sur 
lesdites poches superieure et inferieure du premier 
reservoir des pressions definies par des premieres 
sequences de pressions superieures et inferieures 
choisies, respectivement, etsur lesdites poches in- 
ferieure et superieure du second reservoir des pres- 
sions definies par des secondes sequences de 
pressions inferieures et superieures choisies, de 
maniere a gerer la circulation du fluide de culture 
dans (edit puits. 

29. Procede selon I'une des revendications 27 et 28, 
caracterise en ce que dans la seconde etape la pre- 
miere sequence appliquee a chaque poche du pre- 
mier reservoir consiste en une alternance de pre- 
mieres periodes de haute pression et de secondes 
periodes de basse pression, et la seconde sequen- 
ce appliquee a chaque poche du second reservoir 
consiste en une alternance de premieres periodes 
de basse pression et de secondes periodes de hau- 
te pression. 



30. Procede selon la revendication 28, caracterise en 
ce que dans la seconde etape la premiere sequen- 
ce appliquee a la poche superieure du premier re- 
servoir consiste en une alternance de premieres 

5 periodes de basse pression et de secondes perio- 
des de haute pression, et la seconde sequence ap- 
pliquee a la poche superieure du second reservoir 
consiste en une alternance de premieres periodes 
de haute pression et de secondes periodes de bas- 

10 se pression, et en ce que les premiere et seconde 
sequences appliqu6es respectivement aux poches 
inferieures des premier et second reservoir consis- 
tent en une succession de periodes de haute pres- 
sion. 

15 

31. Procede selon la revendication 28, caracterise en 
ce que dans !a seconde etape la premiere sequen- 
ce appliquee a la poche inferieure du premier reser- 
voir consiste en une alternance de premieres perio- 
ds des de basse pression et de secondes periodes de 

haute pression, et la seconde sequence appliquee 
a la poche inferieure du second reservoir consiste 
en une alternance de premieres periodes de haute 
pression et de secondes periodes de basse pres- 
25 sion, et en ce que les premiere et seconde sequen- 
ces appliquees respectivement aux poches supe- 
rieures des premier et second reservoir consistent 
en une succession de periodes de haute pression. 

30 32. Procede selon Tune des revendications 29 a 31, ca- 
racterise en ce que dans la seconde etape les du- 
re es des premieres periodes des premieres et se- 
condes sequences sont sensiblement identiques, 
et les durees des secondes periodes des premieres 
35 et secondes sequences sont sensiblement identi- 
ques. 

33. Procede selon la revendication 29, caracterise en 
ce que dans la seconde etape les durees des pre- 
40 mieres periodes des premieres et secondes se- 
quences sont sensiblement identiques, et les du- 
rees des secondes periodes des premieres et se- 
condes sequences sont sensiblement identiques. 

45 34. Proced6 selon I'une des revendications 28 a 32, ca- 
racterise en ce que dans la seconde etape : 

* la premiere sequence superieure appliquee a 
la poche superieure du premier reservoir con- 

so siste en une suite repetee un nombre de fois 

choisi de premiere, seconde, troisieme et qua- 
trieme periodes de basse pression ; 

* la premiere sequence inferieure appliquee a la 
poche inferieure du premier reservoir consiste 

55 en une suite r6p6t6e ledit nombre de fois choisi 

d'une premiere periode de haute pression, 
d'une seconde p6riode de haute pression, 
d'une troisieme periode de haute pression et 
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d'une quatrieme periode de basse pression ; 
* la seconde sequence inferieure appliquee a la 
poche inferieure du second reservoir consiste 
en une suite repetee ledit nombre de fois choisi 
d'une premiere periode de haute pression, 5 
d'une seconde periode de basse pression, 
d'une troisieme periode de haute pression et 
d'une quatrieme periode de haute pression ; et 
la seconde sequence superieure appliquee a 
la poche superieure du second reservoir con- 10 
siste en une suite repetee ledit nombre de fois 
choisi d'une premiere, seconde, troisieme et 
quatrieme periodes de basse pression. 

35. Procede selon la revendication 34, caracterise en 1$ 
ce que dans la seconde etape les durees des pre- 
mieres periodes des premieres et secondes se- 
quences superieure et inferieure sont sensiblement 
identiques, les durees des secondes periodes des 
premieres et secondes sequences superieure et in- 20 
ferieure sont sensiblement identiques, les durees 
des troisiemes periodes des premieres et secondes 
sequences superieure et inferieure sont sensible- 
ment identiques, et les dur6es des quatriemes pe- 
riodes des premieres et secondes sequences su- 25 
pdrieure et inferieure sont sensiblement identiques. 
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